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Abstract
Introduction: Cancer of thyroid gland is the most common
malignancy of the endocrine system. The treatment impro-
vement could be achieved by early diagnosis. The aim of
the study was to identify cancer specific antigenes with use
of peptide libraries.
Material and methods: The material from 6 patients with
thyroid cancer (4 with papillary cancer, 1 with follicular can-
cer and 1 with oxyphilic tumor) were analyzed. It was per-
formed with use of lipophylic peptide libraries by direct
comparison of staining of specimens prepared from nor-
mal and malignant tissue.
Results: Preliminary results confirm practical value of pep-
tide libraries in early diagnostics of thyroid cancer.
Conclusions: It is important to optimize construction of pep-
tide libraries by using different staining agents hydrolyzed
by proteases.
(Pol J Endocrinol 2006; 4 (57): 307313)
Key words: thyroid gland, papillary thyroid cancer, medullary
thyroid cancer, neoplasma folliculare, diagnostic tool
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Streszczenie
WstŒp: Nowotwory z‡oliwe tarczycy nale¿„ do najczŒst-
szych nowotworów z‡oliwych uk‡adu endokrynnego. Po-
prawa wyników leczenia wi„¿e siŒ z postŒpem wczesnej
diagnostyki raka. Celem niniejszych badaæ jest poszukiwa-
nie wskaników nowotworowych za pomoc„ bibliotek pep-
tydowych umieszczonych na pod‡o¿u z bibu‡y.
Materia‡ i metody: Analizie poddano tkanki pobrane od
6 pacjentów: 4 z rakiem brodawkowatym tarczycy, 1 z no-
wotworem pŒcherzykowym oraz 1 pacjenta z rakiem oksy-
filnym. Badania wykonywano z wykorzystaniem bibliotek
peptydowych lipofilowych, porównuj„c tkankŒ zdrow„
i chor„ oraz oceniaj„c zmianŒ zabarwienia w poszczegól-
nych bibliotekach.
Wyniki: WstŒpne wyniki wskazuj„, ¿e biblioteki peptydowe
mo¿na zastosowaæ w diagnostyce nowotworów tarczycy.
Wnioski: NiezbŒdna jest optymalizacja budowy bibliotek
peptydowych, gdzie konieczne jest zastosowanie innego
barwnika hydrolizowanego przez proteazy.
(Endokrynol Pol 2006; 4 (57): 307313)
S‡owa kluczowe: tarczyca, rak brodawkowaty, rak rdzeniasty,
gruczolak pŒcherzykowy, system diagnostyczny
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WstŒp
Nowotwory z‡oliwe tarczycy nale¿„ do najczŒstszych
nowotworów uk‡adu endokrynnego. W statystykach
onkologicznych zajmuj„ odleg‡e miejsce i stanowi„ 12%
wszystkich nowotworów z‡oliwych. WystŒpuj„ 3 razy
czŒciej u kobiet ni¿ u mŒ¿czyzn [1]. Polska nale¿y do
krajów o niskim statystycznie wskaniku zachorowal-
noci na raka tarczycy. W 1989 roku wskanik zachoro-
walnoci dla mŒ¿czyzn wynosi‡ 0,6/100 tys., a dla kobiet
 1,6/100 tys. [2]. Pocz„wszy od 1990 roku, obserwuje
siŒ wzrost zapadalnoci na raka wysokozró¿nicowane-
go  brodawkowatego i pŒcherzykowego. Zmiany te
s„ odnotowane zarówno w centralnym rejestrze onko-
logicznym w Instytucie Onkologii w Warszawie, jak
i w rejestrach regionalnych. W Gliwicach w 1990 roku
wskanik zapadalnoci wynosi‡ 1,7, a w 1999 roku
wzrós‡ do 6,87. Podobne dane odnotowano w Olszty-
nie i Krakowie [3]. Z drugiej strony rozwój badaæ dia-
gnostycznych, a zw‡aszcza zwiŒkszona dostŒpnoæ do
USG i biopsji cienkoig‡owych, doprowadzi‡ do czŒst-
szego i wczeniejszego rozpoznania raka. Poprawa
wyników leczenia raka zale¿y od wczesnej diagnosty-
ki. Mimo szerokiego wachlarza badaæ diagnostycznych,
¿aden pojedynczy test nie jest wystarczaj„cy do posta-
wienia wiarygodnej diagnozy. Dla istotnej oceny kli-
nicznej pacjentów z rakiem tarczycy niezbŒdne s„: do-
k‡adny wywiad, badanie przedmiotowe, USG szyi,
biopsja aspiracyjna cienkoig‡owa (BAC) tarczycy, bada-
nie hormonu tyreotropowego (TSH, thyroid stimulating
hormone), RTG klatki piersiowej w ujŒciu A-P i bocznym,
badanie laryngologiczne w celu oceny funkcji strun g‡o-
sowych oraz oznaczenie stŒ¿enia wapnia zjonizowane-
go w surowicy. Obecnie najskuteczniejsz„ metod„
pozwalaj„c„ na ró¿nicowanie ‡agodnych i z‡oliwych
guzków tarczycy jest biopsja cienkoig‡owa. Czu‡oæ tego
badania wynosi 9095%, a swoistoæ  6080% [4].
W badaniu cytologicznym nie ma mo¿liwoci zró¿ni-
cowania gruczolaka pŒcherzykowego i raka pŒcherzy-
kowego. Wyniki budz„ce w„tpliwoæ w badaniu cyto-
logicznym przez cytologów s„ okrelane jako nowotwór
pŒcherzykowy (NF, neoplasma folliculare). CzŒstoæ roz-
poznania raka pŒcherzykowego w badaniu histopato-
logicznym po leczeniu operacyjnym z powodu podej-
rzanego wyniku BAC wynosi 2030% [5]. Z tego powo-
du poszukuje siŒ dalszych metod diagnostycznych,
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które mog‡yby precyzyjniej diagnozowaæ dane scho-
rzenie. ZwiŒkszenie mo¿liwoci diagnostycznych wi„-
¿e siŒ z badaniami nad molekularnymi wskanikami
raka tarczycy. S„ nimi: peroksydaza tarczycowa (TPO,
thyroid peroxidase) [6, 7], galektyna-3 [8] i telomeraza [9].
Brak precyzyjnych metod diagnostycznych by‡ in-
spiracj„ do wykorzystania nowej dziedziny chemii, tak
zwanej chemii kombinatoryjnej, to jest wykorzystania
bibliotek peptydowych, w diagnostyce nowotworów
tarczycy. Chemia kombinatoryjna polega na syntezie
bardzo du¿ej liczby substancji chemicznych (tak zwa-
nej biblioteki), wykorzystuj„c pewn„ liczbŒ ma‡ych
zwi„zków wyjciowych we wszystkich kombinacjach.
Biblioteki te zwykle wi„¿„ siŒ ze sta‡ym pod‡o¿em, ta-
kim jak celuloza, szk‡o lub polimerowa matryca. Biblio-
teki skonstruowane na szkle mog„ mieciæ nawet 1024
ró¿ne peptydy na 1,6 cm2 powierzchni [10].
Poniewa¿ enzymy i inne bia‡ka czŒsto wykazuj„
aktywnoæ wobec peptydów, a ponadto peptydy mo¿-
na traktowaæ jako model reprezentuj„cy okrelony frag-
ment bia‡ka, stosowanie bibliotek peptydowych daje
wyj„tkow„ szansŒ badania aktywnoci enzymatycznej
bia‡ek, identyfikacji ich miejsc wi„¿„cych oraz poszuki-
wania nowych inhibitorów [1121].
Celem niniejszej pracy by‡o wstŒpne zbadanie u¿y-
tecznoci kombinatoryjnych bibliotek peptydowych
w celu poszukiwania wskaników nowotworów z‡o-
liwych tarczycy.
Materia‡y i metody
Przygotowanie próbek tkanek
Badane tkanki pobierano od chorych operowanych
w I Katedrze i Klinice Chirurgii Ogólnej, Gastroentero-
logicznej i Endokrynologicznej AM we Wroc‡awiu. Uzy-
skano zgodŒ Komisji Etycznej na przeprowadzenie
badaæ. Fragmenty tkanek tarczycy pobierano z guza
nowotworowego i fragmentu z mi„¿szu makroskopowo
niezmienionego drugiego p‡ata (tkanka zdrowa). Ba-
dano tkanki tarczycy chorych, u których rozpoznano:
raka brodawkowatego (carcinoma papillare) (4 chorych),
neoplasma folliculare w biopsji cienkoig‡owej (2 chorych),
gdzie w pooperacyjnym badaniu histopatologicznym
rozpoznano przerost pŒcherzykowy (adenoma follicula-
re) i raka oksyfilnego (carcinoma oxyphilicum) (1 chory).
Pobrany materia‡ transportowano w ciek‡ym azocie
i przechowywano w stanie g‡Œbokiego zamro¿enia.
Skrawki tarczycy o masie 100 mg homogenizowano
w 1 ml 0,05 M buforu fosforanowego o pH 6,8. Proces
homogenizacji, jak te¿ inne etapy przygotowania pró-
bek do analizy, przeprowadzano w temperaturze 0°C.
Otrzymane homogenaty odwirowano (10 min, tempe-
ratura 3°C, si‡a  7840 g), a nastŒpnie 400 ml superna-
tantu przeniesiono do urz„dzenia filtruj„cego Micro-
con YM-3 (Millipore, Bedford, MA, USA). UltrafiltracjŒ
prowadzono przez 95 minut, w temperaturze 3°C i przy
sile odrodkowej 13 400 g. Proces ten powtórzono dla
drugiej porcji supernatantu. Otrzymane frakcje nisko-
i wysokocz„steczkowe zamro¿ono w ciek‡ym azocie
i zliofilizowano. W tej formie próbki przechowywano
w zamra¿arce. Przed analiz„ liofilizaty rozpuszczono
w 700 ml (frakcje niskocz„steczkowe) lub 1000 ml wody
(frakcje wysokocz„steczkowe).
Biblioteki peptydowe
Biblioteki peptydowe wykorzystane w dowiadcze-
niach zsyntetyzowano w Instytucie Chemii Politechni-
ki £ódzkiej [22]. Biblioteki mia‡y format kr„¿ków o red-
nicy 6 mm. Wykorzystano 2 rodzaje bibliotek (A i B):
Biblioteka A
Biblioteka ta na ka¿dym kr„¿ku zawiera‡a inny peptyd
N-acylowany kwasem t‡uszczowym, immobilizowany
do pod‡o¿a celulozowego od koæca C, za porednic-
twem ‡„cznika triazynowego [22].
Biblioteka B
Biblioteka B zawiera‡a na ka¿dym kr„¿ku inny peptyd
N-acylowany dabcylem (kwasem 4-dimetylaminofeny-
lazobenzoesowym), który zosta‡ zimmobilizowany do
pod‡o¿a celulozowego od koæca C, za porednictwem
‡„cznika triazynowego [22].
Analiza sk‡adu tkanek za pomoc„ bibliotek
Na ka¿dy celulozowy kr„¿ek (pole biblioteki) naniesiono
niewielk„ iloæ (5 ml) roztworu frakcji niskocz„steczkowej
(dla bibliotek A) i frakcji wysokocz„steczkowej (dla biblio-
tek B) ekstraktów uzyskanych z tkanek tarczycy. Kr„¿ki
biblioteki B umieszczono na 24 godziny miŒdzy dwoma
p‡ytkami szklanymi, w celu ochrony przed utrat„ wilgoci.
Po tym czasie biblioteki wyp‡ukano wod„ i zeskanowano.
DziŒki programom Adobe PhotoShop 4.0 i Image Quant
5.0 zmierzono intensywnoæ ich zabarwienia. Natomiast bi-
blioteki B moczono w roztworze ¿ó‡cieni brylantowej, po
czym nadmiar barwnika usuniŒto i wykorzystuj„c wy¿ej
opisan„ metodŒ, odczytano intensywnoæ ich barwy.
Wyniki i dyskusja
Biblioteki A
Biblioteki te zawiera‡y lipopeptydy immobilizowane
na celulozowych bibu‡kach. Zasad„ dzia‡ania tych bi-
bliotek s„ si‡y przyci„gania miŒdzy niskocz„steczkowymi,
hydrofobowymi sk‡adnikami ekstraktów (ryc. 1  prosto-
k„t) a hydrofobowymi kr„¿kami bibliotek (ryc. 1). Po wy-
suszeniu s„ one nas„czane roztworem barwnika (na
rycinie  owal), który wypiera lub nie jest zdolny wy-
przeæ zwi„zanej substancji, co powoduje ró¿ne zabar-
wienie biblioteki. Je¿eli badana tkanka nie zawiera hy-
drofobowych substancji lub zawarte w niej substancje
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daj„ siŒ ‡atwo wyprzeæ przez cz„steczki barwnika, to
kr„¿ek biblioteki bŒdzie intensywnie zabarwiony. Na-
tomiast, je¿eli substancje obecne w tkankach s„ silnie
hydrofobowe, to nie zostan„ wyparte lub zostan„
w niewielkim stopniu wyparte przez barwnik.
Biblioteka, na któr„ nie naniesiono ¿adnego ekstraktu
z tkanek, by‡a du¿o intensywniej zabarwiona od bibliotek
potraktowanych ekstraktami tkanek nowotworowych.
Wyniki badaæ przedstawiono w formie wykresów ró¿-
nicowych, gdzie dla ka¿dej biblioteki od intensywno-
ci zabarwienia tkanki zdrowej odejmuje siŒ zabarwie-
nie tkanki chorej tego samego pacjenta. Zatem s‡upki
skierowane pod liniŒ zerow„ wykresu oznaczaj„ silne
odbarwienie biblioteki (ryc. 24).
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Rycina 1. Zasada funkcjonowania biblioteki peptydowej (opis w tekcie); prostok„t  hydrofobowe sk‡adniki ekstraktów; owal  barwnik
Figure 1. Scheme of peptidyl library (description in the test); Square hydrophobic components of extracts; Oval dye
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Rycina 2. Porównanie zabarwieæ bibliotek po badaniu neoplasma folliculare  tkanka zdrowa
Figure 2. Comparison of libraries, study of neoplasma folliculare compared to healthy thyroid tissue
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Rycina 3. Porównanie zabarwieæ bibliotek po badaniu carcinoma papillare u dwóch pacjentów  tkanka zdrowa
Figure 3. Comparison of libraries, study of two patients, carcinoma papillare compared to healthy thyroid tissue
1A
1B
2A
2B
3A
3B
15
10
5
0
5
10
15
20
25
30
35
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20
Rycina 4. Porównanie zabarwieæ bibliotek po badaniu nowotworu Huerthla  tkanka zdrowa
Figure 4. Comparison of libraries, study of oxyphilic carcinoma compared to healthy thyroid tissue
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Mimo ograniczonej liczby przypadków uzyskane
wyniki s„ obiecuj„ce i wskazuj„ na mo¿liwoæ ró¿nico-
wania nowotworów z‡oliwych (ryc. 3 i 4) od ‡agodnych
(ryc. 2  w obu badanych przypadkach wykres ten by‡
bardzo podobny). Wykazuj„ one równie¿ du¿e zró¿ni-
cowanie miŒdzyosobnicze (ryc. 3)  to jedna z istot-
nych przeszkód napotykanych w trakcie badaæ biolo-
gicznych i medycznych.
Biblioteki B
Zasad„ dzia‡ania tych bibliotek jest hydroliza pep-
tydów znakowanych barwnikiem (dabcyl) przez spe-
cyficzne proteazy zawarte w ekstraktach z tkanek (ryc. 5).
Zhydrolizowane peptydy s„ odp‡ukiwane i zabarwie-
nie pola biblioteki zmienia siŒ. Zatem intensywnoæ
zabarwienia poszczególnych pól biblioteki wiadczy
o aktywnoci enzymatycznej badanych tkanek. WstŒp-
ne wyniki wskazuj„ na mo¿liwoæ zastosowania tej
metody. Jednak ró¿nice w zabarwieniu poszczególnych
bibliotek s„ niewielkie i dlatego s„ one ma‡o diagno-
styczne. Wskazuje to na potrzebŒ dobrania innej barw-
nej substancji ró¿nicuj„cej.
WstŒpne wyniki uzyskane z badaæ z u¿yciem biblio-
tek znakowanych dabcylem sugeruj„, i¿ aktywnoæ
enzymów proteolitycznych z tkanek rakowych jest
wiŒksza ni¿ aktywnoæ enzymów z tkanek zdrowych.
Jednak dabcyl okaza‡ siŒ bardzo niedok‡adnym znacz-
nikiem peptydów, gdy¿ jego barwa jest zale¿na od pH,
co znacznie utrudnia‡o badania.
Rycina 5. Ró¿nica w zabarwieniu kr„¿ków biblioteki potraktowanej enzymami z próbki tarczycy zdrowej (lewa) i rakowej  rak
brodawkowaty (prawa)
Figure 5. Differences in colour of libraries treated with enzyms from healthy thyroid (left hand side) and papillare thyroid cancer (right
hand side)
Wnioski
Lipopeptydowe i peptydowe biblioteki mog„ stanowiæ
interesuj„c„ alternatywŒ w rozpoznawaniu nowotworów
tarczycy. Jednak prezentowane badania maj„ charakter
wstŒpny i niezbŒdna jest optymalizacja budowy tych
bibliotek.
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